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論文内容要旨
研究目的
 マウス気道などの小径の気道における粘液線毛輸送能は適切な測定法が少なく,明らかにされ
 ていない。本研究では,マウス肺器官培養切片を用いた小径の気道における線毛機能測定系の確
 立とその妥当性の評価を目的とした。
概究方法
 マウス肺を麻酔下に気管及び心臓とともに摘出し,予め挿入した気管チューブを通して一度高
 温にして液化しておいた37。Cの2%寒天及び培養液の混合溶液を注入した後,4℃にて30分保
 存した。その後,室温にて両側肺を気管より切離し,37℃4%寒天溶液に封入し再び4℃にて静
 置した。マイクロトームを使用して,封入された肺を室温において用手的に薄切し厚さ0.5一一1.0
 ㎜の肺器官培養切片を作成し,MEM培養液を基本とした無血清培養液と共に37℃,5%二酸
 化炭素,95%空気の条件下でインキュベーター中に培養保存した。培養切片に含まれる気道は切
 り出された部位により種々の切りロを見せるが,本研究に用いる切片には径が0.3-0.8㎜の横断
 面または縦断面を含むものが選ばれた。マウス一匹あたりに得られる本研究において有効な切片
 数は,横断面を含む切片で10枚前後,縦断面を含む切片は1-2枚程度であった。本切片気道
 上皮では活発な線毛運動が顕微鏡下に直接観察可能であり,縦切断面では滴下炭紛の輸送移動
 が観察可能である。このことを利用し,線毛機能を評価するため,横断面にて線毛運動周波数
 (CBF),縦断面にて炭紛輸送移動速度(PT)の測定を行なった。CBFは,高倍率で観察された
 線毛運動をビデオカメラ(毎秒30画像)で捕え,光磁気ディスクに記録し,デジタル化の後,
 本研究のために作成したソフトを用いてコンピューターにより解析した。測定原理は,デジタル
 化されたビデオ画像における線毛運動を反映した画素の輝度変化を検知するもので,その周波数
 成分をフーリエ交換を用いて検出した。時間分解能を上げるため,ビデオ画像の走査特性を利用
 し,上下に隣接する二画素から信号を検知し,記録周波数を実質的に60Hzとしている。本法で
 は一画素は培養切片上の一辺約0.42μmの正方形に相当していた。PTはビデオテープに記録さ
 れた炭紛移動画像を再生し,その時間あたりの直線移動距離を測定した。この測定系を用いて,
 本実験系における線毛機能の安定性,pH,温度などの影響を検討し,さらに,線毛運動を刺激
 することが知られている,β一刺激剤(イソプロテレノール),アデニレートシクラーゼ刺激剤
 (フォルスコリン)の影響を検討した。
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研究結果
 培養切片上の平均CBF変動は室温の条件下で180分の観察時間中6%以内であった。また,
 pH7.2-7.6の範囲内ではCBFには有意な変化は見られなかった。CBFおよびPTは14-37℃の
 範囲では温度依存性に増加をみせ,22℃から37℃への変化はCBFを2倍に増加させた。この
 際,CBFおよびPTは有意な正の相関関係を示した。イソプロテレイールは濃度依存性にCBF
 を増加させ,EC弱は10-a巧Mであった。10-5Mイソプロテレノールは負荷1分後,直ちにCBF
 は前値より約40%増加し,プラトーに達した。この反応は10-4Mのプロプラノロールで阻害さ
 れたが,BAPTA-AM(50μM)前処置では阻害されなかった。フォルスコリン10-5Mは有意
 にCBF,PTともに増力日させた。
 研究の意義,独創的な点
 1)線毛機能は従来,径の比較的大きな気道から採取した上皮細胞の初代培養細胞あるいは剥離
 上皮を用いて計測されてきた。本研究では肺器官培養切片を初めて利用し,1㎜以下の小気道径
 における線毛運動測定が可能であり,かっ妥当性を持つ結果が得られることを明らかにした。本
 法はヒトから小動物まであらゆる肺に応用可能であり,従来方法に比べて,上皮細胞周囲の三次
 元構造が保存され,より生理的な条件に近い状態で実験が可能であるという特色を持つ。
 2)マウス気道の線毛運動の温度依存性,β一刺激剤に対する反応を初めて明らかにした。マウ
 スにおける実験系の確立は今後の分子生物学の進歩に伴い,重要であると考えられる。
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 審査結果の要旨
 気道粘液線毛輸送機能低下は喀痰排出障害及び気道の易感染性を来す。したがって粘液線毛輸
 送機能の研究は,慢性閉塞性肺疾患などの病態解明および治療に寄与するものとなる。本論文の
 目的の一つである末梢気道については,病因論的な重要性が非常に大きいにもかかわらず,粘液
 線毛輸送機能の研究はほとんどなされていない。過去の主たる研究が,中枢気道領域の線毛上皮
 組織及び分離培養細胞を用い,小径気道域に関し言及できるものが少なかったからである。また,
 分子生物学的な見地から,特にマウスの極小気道径では,粘液線毛輸送についての適切な研究法
 が確立されていない。本研究では,小径の気道に適する粘液線毛輸送機能に関する普遍的な実験
 系を確立する目的で,マウス粘液線毛輸送機能の評価を試み,その妥当性について検討を行って
 いる。
 本研究の中核をなす肺器官培養切片技術は,すでにラット肺で確立された技術であるが,本研
 究ではマウスに応用が試みられている。この培養系では,気道内腔の線毛運動が顕微鏡的に観察
 可能であり,実験切片が比較的容易に得られること,ヒトをはじめとして種々の肺にも応用可能
 であること,上皮細胞を中心とする三次元構造,すなわち上皮細胞の細胞間結合や基底膜との結
 合などが保存されている点で実験条件が生理的条件に培養細胞より近いと考えられること,など
 が注目される。問題点としては,本論文で論じられているように,培養切片作成のため,寒天溶
 液を気道から注入する必要があり,上皮表面の粘液層などは保存されていないと考えられ,結果
 の検討には注意が必要である。
 線毛周波数測定には従来法の何れもが本実験系に応用可能と考えられるが,本研究ではコンピュー
 ターを用いた画像解析法による測定法が独自に開発され,検討が加えられている。解析に時間を
 必要とすることは実際上の問題点となるが,測定焦点の狭小さ,それに伴うフーリエ変換後の検
 出信号の明確さ,測定値の客観性及び正確性,という点で評価されると考えられる。
 実験系を設定後,基礎的な条件下での測定が行われ,実験系の特性が系統だてて検討されてお
 り,過去に報告された線毛の生理特性に矛盾せず,測定の妥当性が示されたと考えられる。また,
 外因性の薬剤投与による線毛運動刺激反応を明らかにして,薬剤効果をマウスにおいても証明す
 るとともに,本実験系の応用性が広いことを示唆した。
 本研究は,マウス疾患モデルにおける粘液線毛機能の研究の端緒となるばかりでなく,多くの
 慢性肺疾患において重要な小気道における上皮機能に関しての研究に幅広く寄与するものと考え
 られ,学位論文に値する。
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